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© Analytisches Verfahren zur Untersuchung von Gemischen auf toxische Bestandteile. 



© Das auf toxische Bestandteile zu untersuchende 
Gemisch wird zuerst chromatographisch in Fraktio- 
nen aufgetrennt. Anschlieflend werden die getrenn- 
ten Fraktionen unmittelbar im chromatographischen 
System mit Leuchtmikroorganismen in Kontakt ge- 



bracht und die Toxizitat der Fraktionen durch eine 
Bestimmung der Biolumineszenz ermittelt. Die chro- 
matographische Trennung kann entweder mit Hilfe 
der Dunnschichtchromatographie Oder der Saulen- 
flussigkeitschromatographie erfolgen. 
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Zur Toxizitatsprlifung von chemischen Verbin- 
dungen werden seit vielen Jahren Leuchtbakterien 
eingesetzt (siehe z.B. A.A. Bulich; G. Bitton, B.J. 
Dutkay, "Toxicity Testing Using Microorganisms", 
CRC Press, Boca-Raton, Florida, USA, Seiten 57 
bis 74). Ein solcher Leuchtbakterientest beruht dar- 
auf, daB bakterientoxische Substanzen zu einer Re- 
duzierung der durch die Bakterien erzeugten Biolu- 
mineszenz fiihren. Diese Reduzierung wird meG- 
technisch ausgewertet. Bei einem Gemisch von 
verschiedenen chemischen Verbindungen konnte 
bisher nur die (integrate) Toxizitat des Gesamtge- 
misches bewertet werden, Uber die Toxizitat der 
daran beteiligten Einzelkomponenten konnten keine 
Aussagen gemacht werden. 

Hier setzt die Erfindung an. Es liegt die Aufga- 
be zugrunde, ein Verfahren zur Untersuchung von 
Gemischen auf toxische Bestandteile auf der Basis 
des Leuchtbakterientests zu entwickeln, das eine 
Zuordnung der gemessenen Toxizitaten zu den 
Einzelkomponenten des Gemischs ermoglicht. Da- 
bei mufl die wichtige Randbedingung erfullt wer- 
den, daB das MeBverfahren selbst keinen schadi- 
genden EinfluB auf die Leuchtbakterien ausubt. 

Diese Aufgabe wird erfindungsgemaB dadurch 
gelost, dafi das zu untersuchende Gemisch zuerst 
chromatographisch in Fraktionen getrennt wird, daB 
die getrennten Fraktionen unmittelbar im chromato- 
graphischen System mit Leuchtmikroorganismen in 
Kontakt gebracht werden und die Toxizitat der 
Fraktionen durch Messung der Biolumineszenz be- 
stimmt wird. 

Die Trennung der Fraktionen erfolgt vorteilhaft 
mit Hilfe der Dunnschichtchromatographie Oder der 
Saulenflussigkeitschromatographie. Im Falle der 
Dunnschichtchromatographie wird die DC-Platte 
mit einer Leuchtmikroorganismen-Suspension be- 
netzt und die den einzelnen Fraktionen zugeordne- 
te, lokale Biolumineszenz untersucht. 

Zu diesem Zweck wird in vorteilhafter Weise 
die DC-Platte mit einem photographischen Film in 
Kontakt gebracht und die den einzelnen Fraktionen 
zugeordnete Biolumineszenz am belichteten Film 
visuell Oder densitometrisch ausgewertet. 

Im Falle der Trennung mit Hilfe der Saulenfliis- 
sigkeitschromatographie wird dem Eluat aus der 
chromatographischen Saule die Leuchtmikroorga- 
nismen-Suspension kontinuierlich zugemischt und 
die Biolumineszenz der Mischung mit Hilfe eines 
DurchfluBphotometers gemessen. 

Mit der Erfindung werden folgende Vorteile er- 
zielt: 

1. Wahrend bei herkommlichen Detektionsver- 
fahren in der Chromatographie eine Aussage 
uber die Identitat, die Menge und/oder die che- 
mische Struktur einer Gemischkomponente er- 
halten wird, liefert das erfindungsgemafie Ver- 
fahren eine direkte Information zur biologischen 



Wirkung einer bestimmten Komponente des Ge- 
mischs, d.h. die Toxizitat einer Mischung kann 
direkt diskreten Einzelkomponenten dieser Mi- 
schung zugeordnet werden. Damit wird eine 
5 neuartige Aussagequalitat bei der durch chro- 
matographische Trennungen erhaltichen Infor- 
mation erreicht. 

2. Durch die selektive Toxizitatsdetektion kon- 
nen Aufwand und Kosten bei der Strukturaufkla- 

10 rung unbekannter toxischer Verbindungen in Ge- 
mischen erheblich reduziert werden, da die Ar- 
beiten zur Strukturaufklarung (z.B. durch Isolie- 
rung und anschlieBende spektroskopische Unter- 
suchung) auf diejenigen Gemischkomponenten 

75 konzentriert werden konnen, denen aufgrund der 
Ergebnisse der Toxizitatsdetektion eine toxische 
Wirkung zugeordnet werden kann Anwendungs- 
beispiele hierfur sind die Strukturaufklarung un- 
bekannter toxischer Komponenten in Abwassern 

20 oder der Nachweis von Bioziden in verschiede- 
nen Produkten. 

Im folgenden wird die Erfindung anhand einer 
Zeichnung und mit Hilfe von AusfOhrungsbeispielen 
naher erlautert. 

25 

1. Du nnschichtchromatographische Toxizitatsdetek- 
tion 

Bei der diinnschichtchromatographischen Toxi- 
30 zitatsdetektion mit Leuchtmikroorganismen geht 
man wie folgt vor: 

Die Probe, z.B. ein Extrakt aus einem Produkt, das 
auf Biozide untersucht werden soil, wird nach la- 
borublichen Methoden dunnschichtchromatogra- 

35 phisch getrennt. Danach kann eine konventionelle 
Detektion durch Fluoreszenzloschung erfolgen. 
Nach vollstandigem Abdampfen des Laufmittels 
wird eine Leuchtmikroorganismen-Suspension (in 
Wasser mit 3 % Natriumchlorid) durch Aufspruhen 

40 oder Eintauchen so auf die DC-Platte aufgebracht, 
daB ein dunner Film auf der DC-Platte verbleibt. 
Daraufhin wird die Platte mit einer transparenten 
Folie oder einer Glasplatte abgedeckt. In einer 
Dunkelkammer wird nun ein photographischer Film 

45 auf diese Glasplatte gelegt und 0,5 bis 15 min lang 
liegengelassen. Der Film wird danach durch labor- 
ubliche Methoden entwickelt und fixiert. Toxische 
Fraktionen auf der DC-Platte konnen dann un- oder 
wenig belichteten Stellen des Films zugeordnet 

so werden. 

Beispiel 
Probe: 

55 Extrakt aus einem Produkt, das auf Biozide un- 
tersucht werden soli 
Losungsmittel: 

Methanol / Isopropanol / Wasser (1/1/1 Volum- 
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enteile) 
DC-Platte: 

Kieselgel 60 mit Fluoreszenzindikator F252, Fa. 
Merck, Darmstadt, Art.-Nr. 5715. Die DC-Platte 
wird vor der Trennung zweimal mit Methanol 
gewaschen und anschlieBend getrocknet 
Laufmittel: 

n-Heptan / Dichlormethan / Methanol (15/4/1 Vo- 

lumenteile). Die Entwicklung erfolgt vertikal in 

einer einfachen DC-Kammer 

Leuchtmi kroorganisme n : 

Photobacterium phosphoreum 

Film: 

Agfa Scopix Video 5B 
Belichtungszeit: 
14 min. 

2. Hochdruckflussigkeitschromatographie (HPLC) 

Eine HPLC-Anlage zur Toxizitatsdetektion ist in 
Fig. 1 schematisch dargestellt. Der Eluent wird aus 
dem Vorratsgefafl 1 mittels der HPLC-Pumpe 2 
uber das Probeneingabeventil 3 in die chromato- 
graphische Saule 4 eingespeist. Die zeitlich nach- 
einander aus der Saule 4 austretenden Fraktionen 
(Eluat) werden in ublicher Weise mit einem UV- 
Detektor 5 in einer daran angeschlossenen Aus- 
werteeinheit 6 untersucht. Als MeBkuvette wird im 
UV-Detektor 5 eine Durchfluflkuvette eingesetzt. 
Dem aus der DurchfluBkuvette austretenden Eluat- 
strom wird sodann uber ein T-Sttick 7 mittels der 
Dosierpumpe 8 aus dem VorratsgefaB 9 kontinuier- 
lich eine Leuchtmikroorganismen-Suspension zudo- 
siert. Eluat und Leuchtbakterien-Suspension wer- 
den in der Mischstrecke 10 grundlich durchmischt. 
Die Mischung wird anschlieBend einem DurchfluB- 
photometer 11 zugefuhrt, in dem die Biolumines- 
zenz der einzelnen Fraktionen gemessen und aus- 
gewertet wird (Auswerteeinheit 12). 

Beispiel 

Probe: 

waBrige Probe, die auf toxische Komponenten 

untersucht werden soil 

HPLC-Gerat: 

HP 1050 mit Autosampler und MWD-Detektor, 
Fa. Hewlett-Packard. 

Pumpe zur Forderung der Bakteriensuspension: 

BT8100, Fa. Biotronik 

Datenauswertung: 

GINA-Software, Fa. Ravtest 

HPLC-Saule: 

Shandon Hypersil ODS, 5 am; 10 cm x 0,4 cm 

Durchmesser 

Mischcoil: 

biokompatibles Nachsaulen-Derivatisierungssy- 
stem, Fa. Biorad 



Du rc hf I u B photometer: 
Ramona 90, Fa. Ravtest 
Probenmenge: 
20 ul (Probenschleife) 
5 Eluent: 

Wasser mit 3 % NaCI; 1,5 ml/min. 
Leuchtbakterien-Mengenstrom: 
1 ml/min 

Detektionswellenlange: 
10 (UV-Detektion): 220 nm 
Bakterien: 

Photobakterium phosphoreum, suspendiert in 
Wasser mit 3 % NaCI, gekuhlt auf 0 * C. 
Die registrierten MeBergebnisse sind in Fig. 2a 
75 und 2b dargestellt. Die obere Kurve zeigt ein mit 
dem UV-Detektor 5 und der Auswerteeinheit 6 ge- 
messenes konventionelles HPLC-Chromatogramm 
einer Probe, die auf toxische Komponenten unter- 
sucht werden soil; die untere Kurve zeigt die mit 
20 dem DurchfluBphotometer 1 1 und der Auswerteein- 
heit 12 gemessene Biolumineszenz desselben Elu- 
ats. 

Man erkennt eine UV-aktive Hauptkomponente 
bei einer Retentionszeit von ca. 20 min sowie eine 
25 Nebenkomponente bei einer Retentionszeit von ca. 
15 min. 

Bei der Toxizitatsdetektion findet man drei Si- 
gnalgruppen Ein kleines Signal bei ca. 10 min, ein 
Doppelsignal bei ca 14 min und das zur Haupt- 

30 komponente gehorende Signal bei ca. 20 min. 

Interessanterweise findet man fur die beiden 
erstgenannten Signalgruppen mit der durchfluBpho- 
tometrischen Detektion keine Entsprechung. Offen- 
sichtlich sind die diese Signale verursachenden 

35 Komponenten der untersuchten Mischung mittels 
UV-Detektion bei 254 nm nicht detektierbar 
und/oder liegen in nicht ausreichender Konzentra- 
tion hierfur vor. 

Die Lumineszenzabschwachung bei ca. 10 

40 bzw. bei ca. 14 min zeigt jedoch, daB bei diesen 
Retentionszeiten toxische Komponenten eluiert 
werden. 

Zur Angabe des AusmaSes der Toxizitat rann 
unter identischen Bedingungen mit der identischen 
45 Bakteriensuspension und in zeitlich moglichst ge- 
ringem Abstand zur Messung der Probe eine defi- 
nierte Menge einer Substanz bekannter Toxizitat 
chromatographiert werden und die dadurch verur- 
sachte Lumineszenzabschwachung wie oben be- 
so schheben gemessen werden. Dieses durch die be- 
kannte Substanz hervorgerufene Toxizitatssignal 
kann dann als Bezugsstgnal fur durch unbekannte 
Substanzen hervorgerufene Signale dienen, und 
man kann eine Angabe dariiber machen, urn wel- 
55 chen Faktor sich die GroBe (angegeben als Peak- 
hohe oder als Peakflache) des von der unbekann- 
ten Substanz hervorgerufenen und des durch eine 
bekannte Menge der Vergleichsverbindung hervor- 
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gerufenen Signals unterscheiden. 

Als besonders geeignet fur HPLC-Anwendun- 
gen haben sich die Bakterienstamme Vibrio harveyi 
ATCC 14126 und Xenorhabdus luminescens ATCC 
29999 erwiesen. Beide Stamme zeigen uberra- 5 
schenderweise auch bei einer FlieBmittelzusam- 
mensetzung von bis zu 25 % Methanol in Wasser 
keine nennenswerte Abnahme der Lumineszenz. 
Trotzdem werden bakterientoxische Substanzen 
weiterhin durch eine Abnahme der Lumineszenz 10 
detektiert. Damit laBt sich der Anwendungsbereich 
der HPLC mit Toxizitatsdetektion im Vergleich zur 
Verwendung von Wasser als Flieflmittel weit aus- 
dehnen. 

75 

Patentanspruche 



1. Analytisches Verfahren zur Untersuchung von 
Gemischen auf toxische Bestandteile, dadurch 
gekennzeichnet, daB das Gemisch zuerst chro- 20 
matographisch in Fraktionen getrennt wird, daB 
die getrennten Fraktionen unmittelbar im chro- 
matographischen System mit Leuchtmikroorga- 
nismen in Kontakt gebracht werden und die 
Toxizitat der Fraktionen durch Abnahme der 25 
Biolumineszenz bestimmt wird. 



2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Trennung der Fraktionen mit 
Hilfe der Dunnschichtchromatographie erfolgt. 30 

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Trennung mit Hilfe der Sau- 
lenflussigkeitschromatographie erfolgt. 2 

35 

4. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Dunnschichtchromatogra- 
phie-Platte mit einer Leuchtmikroorganismen- 
Suspension benetzt wird und die den einzel- 

nen Fraktionen zugeordnete, lokale Biolumi- 40 
neszenz untersucht wird. 



5. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Dunnschichtchromatogra- 
phie-Platte mit einem photograph ischen Film in 45 
Kontakt gebracht wird und die den einzelnen 
Fraktionen zugeordnete Biolumineszenz am 
belichteten Film visuell oder densitometrisch 
ausgewertet wird. 

50 

6. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB bevorzugt die Bakterienstamme 
Vibrio harveyi ATCC 14126 oder Xenorhabdus 
ATCC 29999 als Leuchtmikroorganismen ver- 
wendet werden. 55 
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